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(57) Zusammenfassung 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Vorbereitung biologischer Proben fur den anschlieBenden Nachweis eines Analyten, 
insbesondere einer Nukleinsaure, in dieser Probe. Weiterhin werden Reagenzienkits und neue Vorrichtungen zur Probenvorbereitung 
sowie neue magnetische Pigmente bereitgestellt. 
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Automatisierbare universell anwendbare Probenvorbereitungsmethode 

Beschreibung 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Vorbereitung biologischer Prober* fur 
den anschlieSenden Nachweis eines Analyten, insbesondere einer Nuk- 
leinsaure, in dieser Probe, Weiterhin werden Reagenzienkits und neue 
Vorrichtungen zur Probenvorbereitung sowie neue magnetische Pigmente 
bereitgestellt. 

Bei einem Verfahren zum Nachweis eines Analyten in einer biologischen 
Probe werden an die Probenvorbereitung oft besondere Anforderungen 
gestellt. Zum einen ist der Analyt oft in sehr geringer Konzentration 
vorhanden und zum anderen finden sich oft viele andere Substanzen in der 
Probe, die die Isolierung bzw. Bestimmung des Analyten beeintrachtigen 
konnen. 

WO 36/41811 offenbart ein Verfahren zur Isolierung eines Analyten, 
insbesondere einer Nukleinsaure, aus einer biologischen Probe, wobei die 
Probe, die den Analyten in einer Flussigkeit enthalt, mit magnetischen 
Partikeln, die eine aulSere Glasoberflache, die im wesentHchen porenfrei ist 
oder Poren eines Durchmessers von < 1 0 nm aufweist, in Kontakt gebracht 
wird, unter Bedingungen, bei denen der Analyt an die Partikeloberflache 
bindet, und der gebundene Analyt von der Probenflussigkeit abgetrennt 
wird. Das in WO 96/4681 1 beschriebene Verfahren eignet sich sehr gut zur 
Aufreinigung eines Analyten aus einer biologischen Probe. Es ist jedoch 
nicht ohne weiteres fur eine automatisierte Probenvorbereitung einsetzbar. 

Boom et al. (J. Clin. Microbiol. 28 (1990), 495-503) beschreiben ebenfalls 
ein Protokoll fur Aufreinigung von Nukleinsauren aus einer biologischen 
Probe unter Verwendung grollenfraktionierter Siliciumoxidteilchen. Dieses 
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Verfahren ist jecloch umstandlich, nicht fur eine Automatisierung geeignet 
und enthalt daruber hinaus die Gefahr von Verschleppungen. 

Bei einer in EP-A-0 757 106 beschriebenen Methode zur Extraktion von 
Nukleinsauren wird eine Probe lysiert, die in der Probe vorhandenen Nu- 
kleinsauren an superparamagnetische Metallteilchen gebunden, diese mit 
einer Pipette aus dem ProbengefalS entfernt und somit von den iibrigen 
Probenbestandteilen abgetrennt. Dieses Verfahren hat den Nachteii, date 
aufgrund der Notwendigkeit, den Analyten mit einer Pipette aus der Probe 
zu entfernen, Verluste auftreten konnen. Daruber hinaus beinhaltet die 
Verwendung mehrerer ReaktionsgefaSe die Gefahr von Verschleppungen 
und Kontaminationen. 

Die der vorliegenden Erfindung zugrundeliegende Aufgabe bestand somit 
darin, ein neues Probenvorbereitungsverfahren bereitzustellen, bei dem die 
Nachteile des Standes der Technik mindestens teilweise beseitigt sind. 
Insbesondere soil das neue Verfahren automatisierbar sein und ein moglichst 
einfaches Temperaturprofil aufweisen. 

Diese Aufgabe wird gelost durch Verfahren zur Isolierung eines Analyten 
aus einer biologischen Probe, umfassend die Schritte: 

(a) Aufschlielien der Probe in einem ReaktionsgefaB, 

(b) Zugeben einer festen Adsorptionsmatrix, 

(c) Inkubieren unter Bedingungen, bei denen der Analyt an die Adsorp- 
tionsmatrix bindet, 

(d) Entfernen nichtgebundener Probenbestandteile aus dem Reak- 
tionsgefaB, 

(e) Inkubieren unter Bedingungen, bei denen der Analyt von der 
Adsorptionsmatrix eluiert wird, und 

(f) Abtrennen des Eluats von der Adsorptionsmatrix. 
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Ein weiterer Aspekt der vorliegenden Erfindung ist ein Verfahreri zur 
Isolierung eines Analyten aus einer biologischen Probe, umfassend die 
Schritte: 

(a) Aufschliefcen der Probe in einem ReaktionsgefaB, 

(b) Zugeben einer festen Adsorptionsmatrix, 

(c) Inkubieren unter Bedingungen, bei denen der Analyt an die Adsorp- 
tionsmatrix bindet, 

(d) Abtrennen nichtgebundener Probenbestandteile von der Adsorp- 
tionsmatrix, 

(e) Inkubieren unter Bedingungen, bei denen der Analyt von der 
Adsorptionsmatrix eluiert wird, und 

(f) Abtrennen des Eluats von der Adsorptionsmatrix, 

wobei zumindest die Schritte (c) und (d) bei im wesentlichen der gleichen 
Temperatur durchgefuhrt werden. 

Das erfindungsgemaSe Verfahren beruht auf der selektiven Bindung von 
Analyten an eine teste Adsorptionsmatrix in Gegenwart eines Probenauf- 
schluBpuffers, wobei der Analyt, bei dem es sich vorzugsweise um eine 
Nukleinsaure wie DNA, z.B. chromosomale DNA, fragmentierte chromoso- 
male DNA, Plasmid-DNA, virale DNA etc., oder RNA, z.B. mRNA, tRNA, 
rRNA Oder virale RNA etc. handelt, von Verunreinigungen der Probe wie 
etwa Proteinen oder Zelltrummern abgetrennt wird. Die Probe kann eine 
beliebige biologische Probe sein, z.B. eine Korperflussigkeit wie Blut, 
Plasma, Urin etc, eine Gewebeprobe, eine Probe von kultivierten Zellen oder 
ahnliches. 

Die beim erfindungsgemaSen Verfahren verwendete Adsorptionsmatrix ist 
in der Lage, eine unter den Reaktionsbedingungen weitgehend selektive 
Bindung des Analyten zu gewahrleisten. Vorzugsweise verwendet man eine 
partikulare Adsorptionsmatrix, die vorzugsweise eine Glasoberflache enthalt. 
Besonders bevorzugt sind magnetische Glaspartikel, insbesondere die in 
WO 96/4181 1 beschriebenen magnetischen Partikel mit einer aufleren 
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Glasoberflache, die im wesentlichen porenfrei ist Oder Poren eines 
Durchmessers von weniger als 10 nm aufweist, Besonders bevorzugt sind 
ferromagnetische Partikel, die eine KorngroRe zwischen 10 und 60 fjm 
aufweisen. Solche Partikel konnen beispielsweise einen Kern aus Glimmer 
und darauf immobilisierten Magnetpartikeln enthalten, der von der 
Glasschicht umschlossen ist. Wahrend in WO 96/4181 1 die magnetischen 
Partikel in fester Form, z.B. als Tabletten oder Pulver, in den jeweils 
verwendeten Reaktionsgefalien vorgelegt werden, setzt man die magneti- 
schen Partikeln erfindungsgemafc vorzugsweise in Form einer Suspension 
ein. Br-sonders geeignet haben sich alkoholische Suspensionen mit einer 
Konzentration von etwa 5 bis 20 mg/ml erwiesen. Oberraschenderweise 
wurde festgestellt, daft trotz der hohen spezifischen Dichte der magneti- 
schen Glaspartikel die Suspension mit hoher Reproduzierbarkeit aus einem 
Vorratsbehalter abgezogen werden kann, wodurch eine Automatisierbarkeit 
der Verfahrensfuhrung ermoglicht wird. 

Obwohl beim erfindungsgemaften Verfahren die in WO 96/41811 be- 
schriebenen Glaspartikel gute Resultate zeigen, werden besonders gute 
ErgebnissemitGlaspartikelnerhalten, derenGlasphasefolgendeMetatloxide 
umfasst. Si0 2 , B 2 0 3 , Alkalimetalloxid, z.B. K 2 0 oder/und Na 2 0 sowie 
gegebenenf alls Al 2 0 3 und ein Erdalkalimetalloxid z, B. CaO . Die Anteile dieser 
Metalloxide sind vorzugsweise wie folgt: 50 bis 95 mol-% Si0 2 , 0,2 bis 30 
mol-% B 2 0 3# 0 bis 10 mol-% Al 2 0 3/ 0 bis 20 mol-% Erdalkalimetalloxid und 
0,2 bis 20 mol-% Alkalimetalloxid, wobei die Prozentangaben jeweils auf 
das Gesamtgewicht der Glasphase bezogen sind. 

Fur die Isolierung von RNA hat sich beispielsweise eine Glasphase, die Si0 2 , 
B 2 0 3 , K 2 0 f Al 2 0 3 und CaO enthalt, als besonders geeignet erwiesen. Fur die 
Isolierung von DNA hat sich eine Glasphase, die Si0 2/ B 2 0 3 und Na 2 0 
enthalt, als besonders geeignet erwiesen. 
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Die Adsorptionsmatrix wird beim erfindungsgemafcen Verfahren vorzugs- 
weise in einer Menge zugegeben, welche der minimalen, zur quantitativen 
Bindung des in der Probe vorhandenen Analyten, insbesondere einer 
Nukleinsaure, bendtigten Menge entspricht Oder etwas gro&er, vorzugs- 
weise urn hochstens 50% und besonders bevorzugt urn hochstens 20% 
uber dieser Menge liegt. Die zu erwartende Nukleinsauremenge in ver- 
schiedenen Arten von Proben kann - sofern sie nicht bereits bekannt ist - 
vorab durch ubliche Techniken, z.B. Phenol/ Chloroform-Extraktion und 
anschlieBende Messung der optischen Dichte ermittelt werden. 

Schritt (a) des erfindungsgema&en Verfahrens umfafct das AufschlieSen der 
Probe in einem Reaktionsgefafc. Dieser AufschluR erfolgt im Aligemeinen 
durch Lyse der in der Probe vorhandene Zellen unter denaturierenden 
Bedingungn ,z.B. durch Zugabe einer Protease und eines Denaturierungs- 
puffers. AIs Proteinase wird vorzugsweise Proteinase K, Pronase, Elastase 
oder/und Lysozym verwendet. Besonders bevorzugt istdie Verwendung von 
Proteinase K. 

Der Proteaseverdau erfolgt in einem Denaturierungspuffer, der eine 
chaotrope Verbindung, z.B. Harnstoff oder Harnstoffderivate, vorzugsweise 
ein chaotropes Salz, besonders bevorzugt ein Guanidiniumsalz wie etwa 
Guanidiniumhydrochlorid (insbesondere zur Isolierung von DNA) oder 
Guanidiniumthiocyanat (insbesondere zur Isolierung von RNA) oder ein 
Perchlorat oder lodid enthalt. Fur Guanidiniumsalze sind Konzentrationen im 
Bereich von 1 bis 3 mol/l bevorzugt. 

Im Gegensatz zu der in WO 96/41811 beschriebenen Methode zur 
Probenvorbereitung erfolgt die Zugabe der festen Adsorptionsmatrix erst 
nach AufschluBder Probe. Durch dieseVerfahrensfuhrung erreichtman eine 
signifikant geringere unspezifische Bindung von unerwunschten Probenbe- 
standteilen, z.B. Proteinen, an der Adsorptionsmatrix. 
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GemalS Schritt (c) erfolgt die selektive Bindung des Analyten an die 
Adsorptionsmatrix durch Inkubation im AufschlulSpuffer vorzugsweise unter 
chaotropen Bedingungen. 

Schritt (d) des erfindungsgema&en Verfahrens umfafit das Abtrennen nicht 
gebundener Probenbestandteile von der Adsorptionsmatrix. Vorzugsweise 
werden hierzu die nichtgebundenen Probenbestandteile aus dem Reaktiosge- 
fafi entfernt. Dies kann durch gegebenenfails mehrmaliges Zugeben und 
Entfernen eines Waschpuffers erfolgen, der vorzugsweise einen Gehalt von 
mindestens 50% {v/v) und besonders bevorzugt von mindestens 60% (v/v) 
eines mit Wasser mischbaren organischen Losungsmittels wie etwa Ethanol, 
Propanol und Aceton enthalt. 

Die Schritte (c), (d) oder/und (e) des erfindungsgemafcen Verfahren erfolgen 
vorzugsweise unter kontinuierlichem oder intervallartigem Mischen (d.h. 
Phasen, wahrend denen gemischt wird r wechseln sich mit Phasen ab, in 
denen sich das ReaktionsgefaS im Ruhen befindet) ohne Zusatz externer 
Mittel. Vorzugsweise erfolgt dieses Mischen durch Drehung des Reaktions- 
gefafces um seine Langsachse mit mehrmaliger Umkehr der Drehrichtung. 
Besonders bevorzugt wird das Mischungsgef all exakt um seine Langsachse 
gedreht und der Drehrichtungswechsel so durchgefuhrt, dafJdie Meniskus- 
auslenkung der Flussigkeit unter einer vorbestimmten Trennziffer bleibt. 
Soiche Mischverfahren sind in W091/15768 und EP-A-0 435 481 
beschrieben. 

Die Dauer fur die Schritte (c) oder/und (e) betragt vorzugsweise maximal 
20 min und umfalit ein kontinuierliches Mischen oder ein Intervallmischen 
in kurzen Zyklen, vorzugsweise in kurzen Zyklen von vorzugsweise maximal 
2 Minuten. Besonders gute Ergebnisse wurden durch Intervallmischen in 
einem einminutigen Zyklus umfassend 20 sec Mischen und 40 sec Ruhen 
erhalten. ^ 
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Bei Verwendung von magnetischen Partikeln als Adsorptionsmatrix kann die 
Zugabe von Flussigkeiten in das ReaktionsgefalS bzw. das Absaugen von 
Flussigkeiten daraus unter kontinuierlichem Mischen erfolgen, wobei die 
Partikel wahrend des Absaugevorgangs durch Einschalten des Magneten im 
ReaktionsgefaS gehalten werden. Durch diese Mischtechnik kann das 
erfindungsgemafce Verfahren flexibel auf verschiedene Probenarten eigestellt 
werden. Daruber hinaus wird standig fur eine gleichmaBige Verteilung der 
magnetischen Partikel in der Flussigphase gesorgt. 

Schritt (e) des erfindungsgemaSen Verfahrens umfasst die Elution des 
Analyten von der Adsorptionsmatrix. Hierzu kann einerseits - wie aus dem 
Stand der Technik bekannt - ein von organischen Losungsmitteln im 
wesentlichen freier Niedrigsalzpuffer verwendet werden. Oberraschender- 
weise wurde jedoch festgestellt, dafS der Elutionspuffer zusatzliche 
Reagenzien enthalten kann, wie etwa Enzyme, z.B. zur Manipulation von 
Nukleinsauren verwendete Enzyme wie etwa RNasen, DNasen, Restrik- 
tionsendonukleasen, Ligasen, terminale Transferasen oder/und Polymerasen. 
Wenn der Analyt beispielsweise eine DNA ist, kann wahrend der Elution 
eine DNase-f reie RNase zugesetzt werden, um den Gehalt an unerwunschter 
RNA zu verringern. Andererseits kann - wenn der Analyt eine RNA ist - 
wahrend der Elution eine RNase-freie DNase zugesetzt werden. Auf 
entsprechende Weise konnen auch andere Enzyme, wie etwa Restriktions- 
endonukleasen, etc. zugesetzt werden. Wenn die durch das erfindungs- 
gemafJe Verfahren isolierte Nukleinsaure nachfolgend einer Amplifikation 
unterzogen wird, kann wahrend der Elution auch ein Nukleinsaureamp- 
lifikations-Mastermix, welcher den Amplifikationspuffer, Nukleotide, Primer, 
Polymerase und Puffersalze enthalt, zugesetzt werden. 

Schritt (f) des erfindungsgemaBen Verfahrens umfafct das Abtrennen des 
Eluats von der Adsorptionsmatrix. Dieses Abtrennen kann auf ubliche Weise 
erfolgen, z.B. durch Sedimentation, vorzugsweise aber durch magnetische 
Separation. 
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Die durch das erfindungsgemafce Verfahren isolierten Analyten kdnnen 
anschlieSend auf bekannte Weise weiterverarbeitet werden, im Fall von 
Nukleinsauren, z.B. durch Amplifikation und nachfolgende Detektion, 
Detektion ohne vorhergehende Amplifikation oder Sequenzierung. Hierzu 
konnen Aliquots des Eluats selbst Bestimmungen unterschiedlicher Analyten 
zugefuhrt werden, z.B. verschiedene Viren, wie HIV, HCV und HBV. 

Ein wichtiges Merkmal des erfindungsgema&en Verfahrens ist, daft viele 
oder gegebenenfalls sogar alle Schritte bei im wesentlichen der gleichen 
Temperatur, d.h. innerhalb eines Temperaturbereichs von ± 2,5°C 
durchgef uhrt werden konnen. Vorzugsweise ist diese Temperatur im Bereich 
von Raumtemperatur bis 70°C, besonders vorzugt von Raumtemperatur bis 
40°C, am meisten bevorzugt bei Raumtemperatur, d.h. ca. 1 8 bis 32°C. In 
einer bevorzugten Ausfuhrungsform des erfindungsgema&en Verfahrens 
werden zumindestdie Schritte (c) der Adsorption und (d) des Waschens bei 
dieser Temperatur durchgef uhrt. Besonders bevorzugt werden auch andere 
Schritte, insbesondere die Schritte (a) des AufschlieBens oder/und (e) der 
Elution bei dieser Temperatur durchgefuhrt. Fur die Bestimmung von HIV in 
Blutproben kann beispielsweise die gesamte Probenvorbereitung bei einer 
einheitlichen Temperatur erfolgen. Gegebenenfalls kann nach Schritt (f) des 
erfindungsgemafcen Verfahrens zusatzlich ein Nachbehandlungsschritt bei 
erhohter Temperatur erfolgen, wodurch bei bestimmten Analyten die 
Ausbeuten bei einer Amplifikation verbessert wird. Bei anderen Analyten 
kann es erforderlich sein, daS die Vorbehandlung oder/und die Elution bei 
einer erhohte Temperatur erfolgen. Die erhohte Temperatur liegt dabei 
vorzugsweise im Bereich von mehr als 40°C bis 95°C, z.b. ca. 70 °C. 

Die Durchfuhrung des erfindungsgema&en Verfahrens erf olgt vorzugsweise 
in einer automatisierten Vorrichtung. Beispiele fur solche Vorrichtungen sind 
nachfolgend beschrieben. Weiterhin ist bevorzugt, daB das erfindungs- 



WO 99/16781 



PCT/EP98/06196 



- 9 - 

gemafce Verfahren zur Probenvorbereitung, zumindestdie Schritte (a) bis (e) 
in einem einzigen ReaktionsgefaS durchgefuhrt werden, d.h. dafc kein 
Transfer in ein anderes ReaktionsgefaR erfolgt. Dies hat eine erhebliche 
Vereinfachung des Verfahrens zur Folge und fuhrt daruber hinaus zu einem 
verringertem Kontaminationsrisiko. 

Noch ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist ein Reagenzienkit, der 
insbesondere zur Durchfuhrung des vorstehend beschriebenen Verfahrens 
geeignet ist, umfassend 

(a) eine Protease, 

(b) einen Probenaufschlufcpuffer, 

(c) einen Waschpuffer, 

(d) einen Elutionspuffer und 

(e) eine Suspension von magnetischen Glaspartikeln. 

Noch ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist ein Reagenzienkit zur 
Isolierung von DNA, umfassend magnetische Glaspartikel deren Glasphase 
Si0 2 , B 2 0 3 und Na 2 0 enthalt, und ein Reagenzienkit zur Isolierung von RNA, 
umfassend magnetische Glaspartikel, deren Glasphase Si0 2 , B 2 0 3 , Al 2 0 3 , 
CaO und Ka 2 0 enthalt. 

SchlieSlich noch ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist eine 
Vorrichtung zur Isolierung eines Analyten aus einer biologischen Probe, 
umfassend: 

einen Probenvorbereiter (1), 
eine Aufnahmeeinrichtung fur Reagenzien (2), 
eine erste Aufnahmeeinrichtung fur Reaktionsgefafce zur Probenvor- 
bereitung (3), die fur eine Betriebstemperatur von <> 70°C, ins- 
besondere <= 40°C eingerichtet ist, 

eine zweite Aufnahmeeinrichtung fur ReaktionsgefaBe (4a, 4b, 4c), 
die gegebenenfalls Kuhl- oder/und Heizmittel enthalt, 
und ein Robotik-Werkzeugmittel (5). 
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Die erfindungsgemaBe Vorrichtung ist vorzugsweise so ausgestaltet, daBein 
einziges ReaktionsgefaB zur Durchfuhrung der 4 Hauptschritte der 
Probenvorbereitung, namlich AufschluB einer Probe bzw. Lyse, Adsorption 
des freigesetzten Analyten, z.B. einer Nukleinsaure, an eine teste Adsorp- 
tionsmatrix, z.B. magnetischeGlaspartikel, Waschen der Adsorptionsmatrix 
und Elution des Analyten von der Adsorptionsmatrix vorgesehen ist. 

Die Vorrichtung ist so ausgestaltet, daB die erste Aufnahmeeinrichtung zur 
Auf nahme der Reaktionsgef aBe fur die Probenvorbereitung zumindest fur die 
Adsorption des Analyten an die test Adsorptionsmatrix und fur das 
Waschen der Adsorptionsmatrix vorgesehen ist. In einer bevorzugten 
Ausfuhrungsform ist die erste Aufnahmeeinrichtung weiterhin zum 
AufschluB der Probe oder/und zur Elution des Analyten von der Adsorptions- 
matrix vorgesehen. Die ReaktionsgefaBe zur Probenvorbereitung haben ein 
Volumen von vorzugsweise mindestens 1 ml, z.B. 1-5 ml. 

Die zweite Aufnahmeeinrichtung ist fur ReaktionsgefaBe zur Auf bewahrung 
oder/und Weiterverarbeitung des Analyten vorgesehen, z.B. PCR-GefaBe, 
die ublicherweise eine von den zur Probenvorbereitung verwendeten 
Reaktionsgef aBen verschiedene Form aufweisen. Die ReaktionsgefaBe zur 
Aufbewahrung oder/und Weiterverarbeitung haben ein Volumen von 
vorzugsweise bis zu 500 //I, z.B. 50-200 //I. Daruber hinaus kann die zweite 
Aufnahmeeinrichtung GefaBe fur Reagenzien enthalten, die zur Weiterver- 
arbeitung der den Analyten enthaltenden Probe benotigt werden, z.B. einen 
PCR-Mastermix. 

Die erf indungsgemaBe Vorrichtung kann so ausgestaltet sein, daB einer oder 
mehrere Schritte der Probenvorbereitung oder/und ein Nachbehandlungs- 
schritt bei einer erhohten Temperatur in der zweiten Aufnahmeeinrichtung 
erfolgen konnen. Hierzu kann die zweite Aufnahmeeinrichtung zur Auf- 
nahme von ReaktionsgefaBen fur zumindest einen Behandlungsschritt 
vorgesehen sein, der ausgewahlt ist aus dem AufschiuS der Probe, der 
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Elution der Probe von der Adsorptionsmatrix und einem Nachbehandlungs- 
schritt nach der Elution. 

Die erste Aufnahmeeinrichtung umfaSt vorzugsweise Mittel zur magneti- 
schen Separation. Weiterhin ist bevorzugt, daB die erste Aufnahmeein- 
richtung Mittel zum Mischen der ReaktionsgefaBe, insbesondere durch 
Drehen urn deren Langsachse umfaBt. Solche Mittel konnen gegebenenfalls 
auch fur die zweite Aufnahmeeinrichtung vorgesehen sein. 

Das Robotik-Werkzeug umfasst im allgemeinen automatische Pipettier- 
einrichtungen sowie gegebenenfalls Mittel zum Transport von Reaktions- 
gefaBen, z.B. zwischen erster und zweiter Aufnahmeeinrichtung. AuBerdem 
kann eine Deckel-Offnungs- und SchlieBeinheit integriert sein. 

Im folgenden sind spezielle Ausfuhrungsformen fur erfindungsgemaBe 
Vorrichtungen im Detail dargestellt. Bei der in Abbildung 1 gezeigten 
Ausfuhrungsform enthalt der Probenvorbereiter (1) eine Aufnahmeein- 
richtung fur Reagenzien (2), eine Aufnahmeeinrichtung fur ReaktionsgefaBe 
zur Probenvorbereitung (3) mit den Funktionen Mischen und Magnetsepara- 
tion, die fur eine Temperatur von vorzugsweise ^ 40°C und besonders 
bevorzugt Raumtemperatur vorgesehen ist. Weiterhin enthalt die Vor- 
richtung eine Aufnahmestation fur weitere ReaktionsgefaBe (4a), z.B. fur 
PCR-GefaBe, die eine Temperatur von 4°C bis Raumtemperatur aufweist. 
Weiterhin enthalt die Vorrichtung automatisierte Einrichtungen fur die 
Pipettierung und Handhabung von ReaktionsgefaBen (5), die Bewegungen 
in X, Y und Z Richtung ermoglichen. Bei dieser Ausfuhrungsform der 
erf indungsgemaBen Vorrichtung f inden die vier Hauptschritte der Probenvor- 
bereitung, namlich Lyse # Adsorption, Waschen und Elution in der ersten 
Aufnahmeeinrichtung in einem einzigen ReaktionsgefaBstatt. Die Lagerung 
von Eluaten und die Zugabe weiterer Reagenzien, z.B. PCR-Mastermix, 
erfolgt in der zweiten Aufnahmeeinrichtung. Zur Weiterverarbeitung, z.B. fur 
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eine nachfolgende PCR, werden die GefaBe zu einer entsprechenden 
Vorrichtung, z.B. einem Thermocycler (nicht gezeigt) transferiert. 

In der in Abbildung 2 gezeigten Ausfuhrungsform enthalt die Vorrichtung 
eine zweite Aufnahmeeinrichtung (4b), die zur Aufnahme von Weiterver- 
arbeitungsreaktionsgefaBen, z.B PCR-GefaBen, vorgesehen ist und die 
Einstellung einer Temperatur von 4°C (Kuhlung des PCR-Mastermix) bis 
95 °C zum Erhitzen des Eluats nach der Elution von der Adsorptionsmatrix 
vorgesehen ist. Zur Vermeidung der Kondensatbildung am Deckel der PCR- 
GefaBe ist eine Deckelgegenheizung bevorzugt. 

GemaB der in Abbildung 3 dargestellten Ausfuhrungsform der erfindungs- 
gemaBen Vorrichtung ist eine zweite Aufnahmeeinrichtung fur Reaktions- 
gefaBe (4c) vorgesehen, welche zur Aufnahme von PCR-GefaBen und 
ProbenvorbereitungsgefaBen vorgesehen ist. In dieser zweiten Aufnahme- 
einrichtung kann eine Kuhlung, z.B. auf 4°C / und ein Aufheizen, z.B. auf 
95 °C, zum Erhitzen des Lysats oder/und des Eluats erfolgen. Auch hier ist 
zur Vermeidung der Kondensatbildung am Deckel von ReaktionsgefaBen 
eine Deckelgegenheizung bevorzugt. 

GemaB noch einer weiteren Ausfuhrungsform der vorliegenden Erfindung 
(nicht gezeigt) ist die erste Aufnahmeeinrichtung zur Einstellung einer 
Temperatur im Bereich von ^ 70 °C vorgesehen. Die zweite Aufnahmee- 
inrichtung ist - wie in Abbildung 3 gezeigt - fur das Kuhlen und Heizen von 
Probenweiterverarbeitungs- und ProbenvorbereitungsgefaBen geeignet. 

Die erfindungsgemaBen Vorrichtungen sind insbesondere zur Anwendung 
in einem Verfahren wie zuvor beschrieben einsetzbar. 

Weiterhin wird die vorliegende Anmeldung durch die folgenden Figuren und 
Beispiele naher erlautert. Es zeigen: 
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Abbildung 1 die schematische Darstellung einer ersten Ausfuhrungsform 
der erfindungsgemaBen Vorrichtung, 

Abbildung 2 die schematische Darstellung einer zweiten Ausfuhrungsform 
der erfindungsgemaBen Vorrichtung, 

Abbildung 3 die schematische Darstellung einer dritten Ausfuhrungsform 
der erfindungsgemaBen Vorrichtung, 

Abbildung 4 das Ergebnis eines Chlamydien-Nachweises durch PCR mit 
manueller und semiautomatisierter Probenvorbereitung, 

Abbildung 5 das Ergebnis eines Chlamydien-Nachweises durch PCR mit 
semiautomatisierter Probenvorbereitung und unterschiedlichen 
Temperaturprofilen bei der Probenvorbereitung, 

Abbildung 6 das Ergebnis eines HIV-Nachweises durch PCR mit manueller 
Probenvorbereitung (Standardprotokoll) und semiautomatisier- 
ter Probenvorbereitung bei Raumtemperatur. 

Beispiele 

1 . Herstellung von magnetischen Glaspartikeln 

Es wurden zwei verschiedene Sole verwendet. Die Herstellung der Sole 
erfolgte wie folgt: 

Sol 1: (SiO ? :B ? Q ? :Na , Q =40:8:2) 

Alkokolate der Oxide wurden in obigen Molverhaltnissen analog der 
Vorgehensweise in Beispiel 1 und 2 von W096/41 81 1 miteinander zu einer 
homogenen Phase verriihrt. In Abweichung dazu wurde kein HCI eingesetzt. 

AnschlieBend wurden 30 g Iriodin BOO Black Mica (Merk) in 100 ml Sol 
eingeruhrt. 
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Sol 2: (SiO ? :B,Oo:K,Q:AI ? 0 ,:CaO = 76:1 5:5:2:2) 



Alkokolate der Oxide wurden in obigen Molverhaltnissen analog der 
Vorgehensweise in Beispiel 1 und 2 von W096/4181 1 miteinander zu einer 
homogenen Phase verruhrt. In Abweichung dazu wurde kein HCI eingesetzt. 

AnschlieSend wurden 30 g Iriodin 600 Black Mica (Merk) in 100 ml Sol 
eingeruhrt. 

Die Sole wurden anschfieSend einem Spruhtrocknungsvorgang unterzogen. 

Das durch die Sprutrocknung erhaltene Pulver wurde einer Feinteilab- 
trennung durch Sedimentation, einer Temperaturbehandlung unter 
Stickstoffatmosphare (60 l/h Volumenstrom) bei einer Aufheizgeschwindig- 
keit von 1 K/min unterzogen und 1 h einer Verdichtungstemperatur im 
Bereich von 600 bis 700°C fur eine Stunde gehalten. AnschlieSend wurde 
der Ofen auf 300°C abgekuhlt und bei dieser Temperatur fur 1 h mit 
Sauerstoff gespult. Nach Abkuhlung auf Raumtemperatur wurden die 
magnetischen Glaspartikel entnommen und zur Abtrennung des Grobanteils 
auf ein 50 //m-Sieb aufgegeben und gesiebt. 

Die aus Sol 1 erhaltenen magnetischen Glaspartikel sind insbesondere zur 
Isolierung von DNA geeignet. Die aus Sol 2 erhaltenen Glaspartikel sind 
insbesondere zur Isolierung von RNA geeignet. 

2. Standardprotokoll zur Probenvorbereitung fur die Isolierung von 
Nukleinsauren, z.B. DNA 




Zur Isolierung von Nukleinsauren aus biologischen Proben wie etwa Vollblut 
oder kultivierten Zellen ist das folgende Standardprotokoll geeignet. Die auf 
diese Weise erhaltenen Nukleinsauren konnen direkt nach der Elution fur 



WO 99/16781 



PCT/EP98/06196 



- 15 - 

eine Amplifikation durch PCR, eine Restriktionsspaltung Oder einen 
Southernblot eingesetzt werden. 

Der Reaktionskit enthalt: 

1 . Bindepuffer (4,7 mol/l Guanidiniumhydrochiorid, 1 0 mmol/l Harnstoff , 
10 mmol/l Tris HCI, 20% Triton® X-100, pH 5,7 

2. lyophilisierte Proteinase K (zur Auflosung in H 2 0 auf eine Konzen- 
tration von 20 mg/ml) 

3. Waschpuffer (56% (v/v) Ethanol, 20 mmol/NaCI, 1 0 mmol/l Tris HCI 
pH 7,5) 

4. Elutionspuffer (10 mmol/l Tris pH 8,5) 

5. magnetische Glaspartikel (MPG) 

a) Tabletten mit jeweils 7,5 mg der Glaspartikel oder 

b) 15%ige Suspension der Glaspartikel in Ethanol 

Die Kitkomponenten sind stabil und konnen bei Raumtemperatur gelagert 
werden. Nach Auflosung der Proteinase K in Wasser sollte die Losung 
aliquotiert und bei -20°C aufbewahrt werden. Die eingefrorene Losung ist 
fur 12 Monate stabiL 

Standardprotokoll 

1 . 200 /jI Probe werden in ein 2 ml ReaktionsgefafS gegeben und mit 
200 //I Bindepuffer und 40 //I Proteinase K-L6sung versetzt. An- 
schlieBend wird fur 10 min inkubiert. Die Inkubation erfolgt vorzugs- 
weise bei Raumtemperatur. Unter bestimmten Umstanden kann die 
Inkubationstemperatur jedoch auch auf bis zu 70°C erhoht werden. 

2. Nach der Inkubation werden 200 jj\ Isopropanol und eine MGP 
Tablette (oder alternativ 200 //I MGP Suspension) zugegeben und fur 
5 min bei Raumtemperatur inkubiert. 
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3. Das ReaktionsgefaB wird in einen Magnetpartikelseparator (Boehrin- 
ger Mannheim, Kat. No. 1 641 794) gegeben und fur etwa 1 min 
separiert. 

4. Der Oberstand wird verworfen und die ReaktionsgefaSe werden aus 
dem MP-Seperator entnommen. 

5. Nach Zugabe von 500 //I Waschpuffer wird der Inhalt des Reaktions- 
gefaSes gemischt und erneut in den MP-Separator fur etwa 1 min 
gegeben. 

6. Der Oberstand wird verworfen. Schritt 5 wird dreimal widerholt. Nach 
dem letzten Waschvorgang wird der restliche Waschpuffer voll- 
standig entfernt. 

7. Zur Elution werden 100 //I gegebenenfalls auf 70°C vorgewarmter 
Elutionspuffer zugegeben . Dann wird gemischt und fur 5 Minuten bei 
Raumtemperatur inkubiert. Die Probe wird in den MP-Separator 
gegeben und der Oberstand in ein sauberes Reaktionsgefall uberf uhrt. 

8. Die so erhattenen Nukleinsauren, z.B. DNA, sind stabil und konnen 
anschlieBend direkt weiterverarbeitet oder bei 4°C aufbewahrt 
werden. 

Das obige Protokoll kann auch entsprechend bei Mikrotiterplatten, z.B. 
Tieflochmikrotiterplatten (z.B. Ritter, H.J. Bioanalytic), verwendet werden. 
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3. Chlamydia trachomates DIMA-Nachweis durch PGR 

3.1 Manuelles Standardprotokoll zur Probenvorbereituna 

200 //I einer Urinprobe und 240 jj\ Bindepuffer/Proteinase K-L6sung (5:1) 
werden in ein 2 ml Reaktionsgefafc ' pipettiert, einem Vortexmischen 
unterzogen und bei 70°C fur 10 min inkubiert. Dann wird die Probe fur 
5 min auf Raumtemperatur abgekuhlt. 

Zur Probe werden 200 jj\ isopropanolische MGP-L6sung pipettiert. 
Unmittelbar anschlie&end erfolgt Vortexmischen. Die Probe wird dann fur 
1 5 min auf einem Mischer, z.B. Thermomischer 5436 (Eppendorf), inkubiert. 

Die MGP werden durch Uberfuhrung der Probe in einen Magnetseparator 
konzentriert. Nach einer Minute wird der Uberstand vollstandig abpipettiert. 

Es werden 0,5 ml Waschpuffer zu den MGPs pipettiert. Die Probe wird 
einem Vortexmischen unterzogen und dann in den Magnetseparator 
uberfuhrt. Der Uberstand wird nach 1 min abpipettiert. Die Waschprozedur 
wird noch zweimal wiederholt. 

Den MGP werden 200 ml Elutionspuffer zugesetzt. Die Probe wird 10 min 
bei 70 °C auf einem Thermomischer bei 1400 RPM inkubiert. Kondens- 
wasser wird durch kurze Zentrifugation gesammelt. Die Probe wird in den 
Magnetseparator uberfuhrt und nach 1 min 180 //I Eluat abgenommen. Das 
Eluat wird in ein neues ReaktionsgefafS pipettiert und bei 4°C (bei einer 
Aufbewahrungsdauer < 24 h) oder bei - 20°C (bei langerer Aufbewah- 
rungsdauer) aufbewahrt. 

Fur die PCR werden 50 /yl Eluat eingesetzt. Die Auswertung erfolgt durch 
Elektrochemilumineszenz. 
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3.2 Protokoll fur ein semiautomatisiertes Verfahren 
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Statt des in 3.1 beschriebenen Vortexmischens und der Temperierung auf 
einem Thermoblock wird ein semiautomatisiertes Verfahren durchgefuhrt, 
bei dem das Mischen und die Temperierung auf einem Misch- und Tempe- 
riermodul erfolgt. Abbildung 4 zeigt einen Vergleich der Bestimmung von 
Chlamydien (Probe: 100 Elementarantikorper pro 100 ml Urin; Sechs- 
fachbestimmung) zwischen dem manuellen Standardprotokoll (Vortex) und 
dem semiautomatisierten Verfahren (MTM). Es ist ersichtlich, da&durch die 
Automatisierung keine Beeintrachttgung der Sensitivitat erfolgt. 

3.3 Semiautomatisiertes Protokoll bei Raumtemperatur 

Die Probenvorbereitung erfolgt wie unter Punkt 3.2 beschrieben. Die Lyse 
und die Elution werden jedoch bei Raumtemperatur durchgefuhrt. 

3.4 Semiautomatisiertes Probenvorbereitungsprotokoll bei Raumtemperatur 
mit anschlieSender Nachbehandluna des Eluats 

Die Probenvorbereitung erfolgt wie unter Punkt 3.3 beschrieben. Nach der 
Elution erfolgt eine Inkubation fur 10 min bei 70° C. 

Abbildung 5 zeigt einen Vergleich der Chlamydienbestimmung (Proben: 
SWE1, O Chlamydia-Elementarantikorper (EAK) pro ml Urin, SWE 2: 10 
EAK, SWE 3:100 EAK und SWE 4:1000 EAK jeweils pro ml Urin) zwischen 
den in den Punkten 3.2, 3.3 und 3.4 beschriebenen Probenvorbereitungs- 
protokollen. Es ist ersichtlich, dafS fur die Bestimmung von Chlamydien das 
Standardprotokoll gegenuber einer Probenvorbereitung bei Raumtemperatur 
(RT-Protokoll MTM) sensitiver ist. Die Ergebnisse der Probenvorbereitung bei 
Raumtemperatur und anschliefJender Nachbehandlung des Eluats (RT- 
Protokoll MTM mit Nachbehandlung) zeigen jedoch, dafi die'ser Effekt 
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groBtenteils kompensiert werden kann. Uberraschenderweise ist daher 
wahrend der Probenvorbereitung selbst kein Temperaturschritt erforderlich. 

Durch diese Erkenntnis lafct sich das Probenvorbereitungsverfahren 
entscheidend vereinfachen, denn die Schritte der Lyse, der Adsorption, des 
Waschens und der Elution konnen bei Temperaturen ^ 40°c erfolgen, was 
eine Automatisierung vereinfacht, da keine Deckelgegenheizung und 
Temperaturregulierung erforderlich ist. 

4. HIV-RNA Nachweis durch PCR 

4.1 Manuelles Standardprotokoll zur Probenvorbereitung 

Geforenes Plasma wird 5 min bei 37 °C aufgetaut und zur weiteren 
Verarbeitung auf Eis gekuhlt. 

In ein 1,5 ml Sarstedt-ReaktionsgefalX werden 50 fj\ einer Proteinase K 
Losung (25 mg/ml) pipettiert. Dazu werden 250 jj\ Probe gegeben und im 
Vortex gemischt. Dann werden 300^1 Lysepuffer zugegeben und erneut im 
Vortex gemischt. 

Es wird 10 min bei Raumtemperatur auf einem Eppendorfmischer bei 
13.000 RPM inkubiert. Dann werden 300 //I einer MGP Suspension (6 
mg/ml MGP in Isopropanol) zugegeben, im Vortex gemischt und 20 min bei 
Raumtemperatur bei fortgesetztem Mischen inkubiert. Die MGP werden auf 
einem Magnetseperator abgetrennt und der Uberstand vollstandig entf ernt. 

Zu den MGP werden 750 /vl Waschpuffer gegeben. Die MGP werden 
resuspendiert und wie zuvor beschrieben abgetrennt. Die Waschprozedur 
wird viermal wiederholt, wobei am Ende der Waschpuffer sorgfaltig entfernt 
wird. 
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Dann werden 100 jj\ Elutionspuffer zugegeben und die MGP resuspendiert. 
Nach 1 5minutiger Inkubation bei 80 ° C auf einem Eppendorf Thermomischer 
(1 3.000 RPM) werden 90 //I Eluat in eine neues ReaktionsgefalS uberfuhrt. 
FCir die anschliefcende HIV-Bestimmung durch RT-PCR werden 40 fj\ Eluat 
verwendet. 

4.2 Semiautomatisiertes Standardprotokoll fur die Probenvorbereitung 

Die Probenvorbereitung erfolgt wie unter Punkt 4. 1 beschrieben, abgesehen 
davon, dall das Mischen und die Temperierung auf einem Misch- und 
Temperiermodul erfolgte. 

4.3 Semiautomatisiertes Protokoll bei Raumtemperatur 

Die Probenvorbereitung erfolgt im wesentlichen wie unter Punkt 4.2 
beschrieben, aufier daB alle Schritte bei Raumtemperatur durchgefuhrt 
werden. Die Inkubationsdauer fur Lyse, Adsorption und Elution betragt 
jeweils 15 min. 

Aus Abbildung 6 ist ersicht!ich # daB durch die Automatisierung und die 
Probenvorbereitung bei Raumtemperatur (RT-Protokoll MTM) keine 
Beeintrachtigung der Sensitivitat gegenuber dem Standardprotokoll bei 
manueller Probenvorbereitung (manuell) erfolgt. Sowohl bei negativen, 
niedrigpositiven, mittelpositiven und hochpositiven Plasmen werden 
reproduzierbare Ergebnisse erhalten. 
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Anspruche 

1 . Verfahren zur Isolierung eines Analyten aus einer biologischen Probe, 
umfassend die Schritte: 

(a) AufschlieBen der Probe in einem ReaktionsgefafS, 

(b) Zugeben einer festen Adsorptionsmatrix, 

(c) Inkubieren unter Bedingungen , bei denen der Analyt an die 
Adsorptionsmatrix bindet, 

(d) Entfernen nichtgebundener Probenbestandteile aus dem 
ReaktionsgefaS, 

(ej Inkubieren unter Bedingungen, bei denen der Analyt von der 

Adsorptionsmatrix eluiert wird, und 
(f) Abtrennen des Eluats von der Adsorptionsmatrix. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, 
dadurch gekennzeichnet, 

date Schritt (a) die Zugabe einer Protease und eines Denaturierungs- 
puffers umfaSt. 

3. Verfahren nach Anspruch 2, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB man Proteinase K als Protease verwendet. 

4. Verfahren nach Anspruch 2, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB man einen Denaturierungspuffer, der ein Guanidiniumsalz, 
insbesondere Guanidiniumhydrochlorid oder/und Guanidiniumthiocya- 
nat enthalt, verwendet. 
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5. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS man magnetische Glaspartikei als feste Adsorptionsmatrix 
verwendet. 

6. Verfahren nach Anspruch 5, 
dadurch gekennzeichnet, 

dafi die magnetischen Glaspartikei in Form einer Suspension 
zugegeben werden. 

7. Verfahren nach Anspruch 5 oder 6, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS man Glaspartikei verwendet, deren Glasphase Si0 2 , B 2 0 3 und 
Na 2 0 oder Si0 2 , B 2 0 3 , Al 2 0 3 , CaO und K 2 0 enthalt. 

8. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB die Adsorptionsmatrix einer Menge zugegeben wird, die um 
hochstens 50% uber der Menge liegt, die zur quantitativen Bindung 
des in der Probe vorliegenden Analyten benotigt wird. 

9. Verfahren nach einem der vorhergehdnen Anspriichen, 
dadurch gekennzeichnet, 

dali zumindest wahrend der Schritte (c), (d) oder/und (e) ein 
kontinuierliches oder intervallartiges Mischen ohne Zusatz externer 
Mittel erfolgt. 

10. Verfahren nach Anspruch 9, 
dadurch gekennzeichnet, 

dali das Mischen durch Drehung des ReaktionsgefaBes um seine 
Langsachse erfolgt. 
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1 1 . Verfahren nach Anspruch 9 oder 10 # 
dadurch gekennzeichnet, 

dal£ die Dauer zur Durchfuhrung der Schritte (c) oder/und (e) jeweils 
maximal 20 min betragt. 

1 2. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, 

dafS Schritt (d) ein gegebenenfalls mehrmaliges Zugeben und 
Absaugen eines Waschpuffers umfaBt. 

13. Verfahren nach Anspruch 12, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS man einen Waschpuffer mit einem Gehalt von mindestens 50% 
(v/v) eines mit Wasser mischbaren organischen Losungsmittels 
verwendet. 

14. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, 

da(5 in Schritt (e) zusatzliche Reagenzien wie etwa Enzyme zugesetzt 
werden. 

15. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS in Schritt (e) zur Elution ein Niedrigsalzpuffer verwendet wird. 

16. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 14, 
dadurch gekennzeichnet, 

da in Schritt (e) zur Elution ein Nukleinsaureamplifikations-Mastermix 
zugesetzt wird. 
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17. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, 

dalS zumindest die Schritte (c) und (d) bei einer im wesentlichen 
gleichen Temperatur durchgefuhrt werden. 

18. Verfahren nach Anspruch 17, 
dadurch gekennzeichnet, 

dafS auch Schritt (a) oder/und Schritt (e) bei einer im wesentlichen 
gleichen Temperatur durchgefuhrt werden. 

19. Verfahren nach Anspruch 17 Oder 18, 
dadurch gekennzeichnet, 

dalS die Temperatur im Bereich von Raumtemperatur bis 40°C liegt. 

20. Verfahren nach einem der Anspruche 17 bis 19, 
dadurch gekennzeichnet, 

dafS die Temperatur im Bereich von 18°C bis 32°C liegt. 

21 . Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, 

dalS Schritt (a) oder/und Schritt (e) bei einer erhohten Temperatur 
durchgefuhrt werden. 

22. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, 

dalS nach Schritt (f) ein Nachbehandlungsschritt bei erhohter 
Temperatur erfolgt. 

23. Verfahren nach Anspruch 21 oder 22, 
dadurch gekennzeichnet 

dalS die erhohte Temperatur im Bereich von mehr als 40°C bis 95 °C 
liegt. 
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24. Verfahren zur Isolierung eines Analyten aus einer biologischen Probe, 
umfassend die Schritte: 

(a) Aufschlieften der Probe in einem ReaktionsgefaR, 

(b) Zugeben einer festen Adsorptionsmatrix, 

(c) Inkubieren unter Bedingungen, bei denen der Analyt an die 
Adsorptionsmatrix bindet, 

(d) Abtrennen der nichtgebundenen Probenbestandteile von der 
Adsorptionsmatrix, 

(e) Inkubieren unter Bedingungen, bei denen der Analyt von der 
Adsorptionsmatrix eluiert wird, und 

(f) Abtrennen des Eluats von der Adsorptionsmatrix, 

wobei zumindest die Schritte (c) und (d) bei im wesentlichen der 
gleichen Temperatur durchgefuhrt werden. 

25. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, 

daft der Analyt eine Nukleinsaure ist. 

26. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, 

daft die Durchfuhrung des Verfahrens in einer automatisierten 
Vorrichtung erfolgt. 

27. Verfahren nach Anspruch 1 oder 24, 
dadurch gekennzeichnet, 

daft die Schritte (a) bis (e) in einem einzigen ReaktionsgefaR durch- 
gefuhrt werden. 

28. Reagenzienkit, insbesondere zur Durchfuhrung des Verfahrens nach 
einem der Anspruche 1 bis 27, 

umfassend 

(a) eine Protease, 
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(b) einen ProbenaufschluRpuffer, 

(c) einen Waschpuffer, 

(d) einen Elutionspuffer und 

(e) eine Suspension von magnetischen Glaspartikeln. 

29. Reagenzienkit zur Isolierung von DNA, umfassend magnetische 
Glaspartikel, deren Giasphase Si0 2 , B 2 0 3 und Na 2 0 enthalt. 

30. Reagenzienkit zur Isolierung von RNA f umfassend magnetische 
Glaspartikel, deren Giasphase Si0 2 , B 2 0 3 , Al 2 0 3/ CaO und K 2 0 
enthalt. 

31. Vorrichtung zur Isolierung eines Analyten aus einer biologischen 
Probe, umfassend 

einen Probenvorbereiter (1), 

eine Aufnahmeeinrichtung fur Reagenzien (2), 

eine erste Aufnahmeeinrichtung fur ReaktionsgefaBe zur 

Probenvorbereitung (3), die fur eine Betriebstemperatur von < 

70°C, insbesondere <* 40°C eingerichtet ist, 

eine zweite Aufnahmeeinrichtung fur Reaktionsgef afie (4a, 4b, 

4c) , die gegebenenfalls Kiihl- oder/und Heizmittel enthalt, 

und ein Robotik-Werkzeugmittel (5). 

32. Vorrichtung nach Anspruch 31, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB ein einziges Reaktionsgefafl zum AufschlulS einer Probe, zur 
Adsorption des Analyten an eine feste Adsorptionsmatrix, zum 
Waschen der Adsorptionsmatrix und zur Elution des Analyten von der 
Adsorptionsmatrix vorgesehen ist. 
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33. Vorrichtung nach einem der Anspruche 31 oder 32, 
dadurch gekennzeichnet, 

dafc die erste Aufnahmeeinrichtung zur Aufnahme der Reaktions- 
gefafte fur die Probenvorbereitung zumindest fur die Adsorption des 
5 Analyten an eine feste Adsorptionsmatrix und fur das Waschen der 

Adsorptionsmatrix vorgesehen ist. 

34. Vorrichtung nach Anspruch 33, 
dadurch gekennzeichnet, 

10 date die erste Aufnahmeeinrichtung weiterhin zur Aufnahme der 

Reaktionsgefalie fur die Probenvorbereitung fur das AufschluS der 
Probe oder/und fur die Elution des Analyten von der Adsorptions- 
matrix vorgesehen ist. 

15 35. Vorrichtung nach einem der Anspruche 31 bis 34, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB die zweite Aufnahmeeinrichtung zur Aufnahme von Reaktions- 
gefaSen zur Aufbewahrung oder/und Weiterverarbeitung des 
Analyten vorgesehen ist, 

20 

36. Vorrichtung nach einem der Anspruche 1 bis 35, 
dadurch gekennzeichnet, 

daft die zweite Aufnahmeeinrichtung zur Aufnahme von Gefafcen fur 
Reagenzien zur Weiterverarbeitung der Probe vorgesehen ist. 

25 

37. Vorrichtung nach einem der Anspruche 31 bis 36, 
dadurch gekennzeichnet, 

dafj die zweite Aufnahmeinrichtung zur Aufnahme von Reaktions- 
gefaBen fur zumindest einen Behandlungsschritt bei erhohter 
30 Temperatur vorgesehen ist, der ausgewahlt ist aus dem Aufschlufc 

der Probe, der Elution der Probe von der Adsorptionsmatrix und 
einem Nachbehandlungsschritt nach der Elution. 
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38. Vorrichtung nach einem der Anspruche 31 bis 37, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB die erste Aufnahmeeinrichtung Mittel zur magnetischen Separa- 
tion umfaBt. 

39. Vorrichtung nach einem der Anspruche 31 bis 38, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB die erste Aufnahmeeinrichtung Mittel zum Mischen der Reak- 
tionsgefaBe durch Drehen um deren Langsachse umfaBt. 

40. Vorrichtung nach einem der Anspruche 31 bis 39, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB das Robotik-Werkzeug automatische Pipettiereinrichtungen und 
gegebenenfalls Mittel zum 6ffnen und SchlieBen von Reaktions- 
gefaBen umfaBt. 

41 . Vorrichtung nach einem der Anspruche 31 bis 40, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB das Robotik-Werkzeuk Mittel zum Transport von Reaktions- 
gefaBen zwischen erster und zweiter Aufnahmeeinrichtung umfaBt. 

42. Magnetische Glaspartikel umfassend einen magnetischen Kern und 
eine Glashulle, dieSi0 2 , B 2 0 3 , ein Alkalimetalloxid und gegebenenfalls 
AI 2 0 3 und ein Erdalkalimetalloxid enthalt. 

43. Glaspartikel nach Anspruch 41 , 
dadurch gekennzeichnet, 

daB die Glashulle Si0 2 , B 2 0 3 und Na 2 0 oder Si0 2 , B 2 0 3 , Al 2 0 3/ K 2 0 
und CaO enthalt. 
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Abb.1 
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Abb. 2 
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Abb. 3 
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